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aaRS   aminoacyl-tRNA synthetase 
Ara   L-arabinose 
EGFP   enhanced green fluorescent protein 
Glc   D-glucose 
IPTG   isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 
IY   3-iodo-L-tyrosine 
IYRS   iodotyrosyl-tRNA synthetase 
LB   Luria-Burtani medium 
Lys   lysine 
lacI   lactose repressor 
lacO   lactose operator 
MJR1   Methanocaldococcus jannaschii tRNA 
PBAD   arabinose promoter 
Pbla   β-lactamase promoter 
Plac   lactose promoter 
Plpp   lipoprotein promoter 
PT7   T7 promoter 
RF-1   peptide release factor 1 
sRNA   small RNA 
tRNACUA  amber suppressor tRNA 
T7RNAP  T7 RNA Polymerase 
Tyr   tyrosine 
 !iv
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第１章　序論 
 1990年代以来、遺伝子の構造や機能を解析する技術が長足の進歩を遂げ、それらに
関する知識は飛躍的に増えた。遺伝子の構造については、生物の全ゲノム配列が微生物か
らヒトを含む真核多細胞生物にいたるまで、次々と解読されている（Wood et al. 2014、 
Adams et al. 2000、 The C. elegans Sequencing Consortium 1998、 Churcher et al. 1997）。こ
れによって、ひとつの生物を構築し動作させるのに必要なゲノムを構成する全ての遺伝子
を、網羅的に知ることができるようになった。また、個々の遺伝子の機能の研究も、ゲノ
ムスケールで行われるようになった（Bradley et al. 2012）。さらにそれらの遺伝子がどの
ように相互作用してひとつの生物機能を形作るか、多数の遺伝子の働きを網羅的に解析す
るシステム生物学の技術が発達して、解明が進んでいる（Conesa and Mortazavi 2014）。こ
のようにして、遺伝子レベルで、生命現象の理解が急速に進んでいる。それと同時に、こ
れらの遺伝子に関する知識の増大は、遺伝子の働きを人為的に操作して、人間生活に利用
するための技術である、遺伝子工学の発達にも貢献している（Quin and Schmidt-Dannert 
2014）。高度化した遺伝子工学の応用分野は、作物・家畜・魚などの耐病性や生産性の向
上など農業分野（Voytas and Gao 2014、など）、難分解性の環境汚染物質の浄化による環
境分野（Vilchez-Vargas and Pieper 2010、など）、および医薬品原料もしくは医薬品本体の
生産など医学・薬学分野（Engin et al. 2014、など）など、幅広い分野へ恩恵をもたらして
いる。 
 近年、従来の遺伝子工学の発展形として、遺伝子ネットワーク全体を人工的に構築
する、合成生物学に期待が寄せられている。旧世代の遺伝子工学では、数個の遺伝子を部
分的に改変する、導入する、もしくは破壊する、といった技術であった。しかし、合成生
物学は、それよりはるかに複雑な、多数の遺伝子からなる遺伝子ネットワーク全体を構築
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する。それにより、たとえば、生物燃料や高価な薬品材料などを、多数の代謝酵素遺伝子
からなる人工的に構築した代謝経路を導入することによって、本来はそれらを合成できな
い宿主生物に生産させることができる（Dae-Kyun et al. 2006、など）。 
 合成生物学では、複雑な遺伝子ネットワークを人工的に構築するための技術が必要
である。その基盤は、転写・翻訳から翻訳後レベルまで、遺伝子の機能を自在に操作する
ための、組み合わせ可能な遺伝学的パーツである。遺伝的パーツとは、タンパク質や機能
性RNAをコードするDNA、発現を制御するためのエンハンサー、プロモーター、ターミ
ネーターなどである。例えば、本研究では、大腸菌をモデルとして用いているが、良く知
られたT7プロモーターは遺伝子の転写を行うパーツであり、LacIタンパク質はラクトース
やIPTGのセンサーとなるパーツ、などと考えることができる。また、動物の感覚・統合・
効果になぞらえ、分子もしくは環境のシグナルを受容する「センサー（感覚器に相当）」
（例えば、テトラサイクリンの存在を感受して遺伝子の転写を抑制/脱抑制するtetリプレッ
サー/オペレーター）、センサーおよび/または他の回路からの入力を統合する「遺伝子回
路（統合器官に相当）」（例えば、遺伝的トグルスイッチ）、および回路の命令に従って
必要な生体反応を引き起こす「アクチュエーター（効果器に相当）」（例えば、毒素タン
パク質遺伝子の発現による細胞死）などと呼ばれることもある（Lutz and Bujard 1997、
Gardner et al. 2000、You et al. 2004）。さらに、様々な遺伝的パーツを組み合わせることに
よって、合成生物学以前の時代には叶わなかった、複雑で精緻な生物機能を人工的に構築
できるようになった。例えば、インバーター、二相性スイッチ、トグルスイッチ、発振
器、メモリ、パルス発生器、論理ゲート、フィルタ、および細胞間コミュニケーションな
どの遺伝的デバイスである（Gardner et al. 2000、You et al. 2004、Yokobayashi et al. 2002、
Michalowski et al. 2004、Friedland et al. 2009、Basu et al. 2004、Anderson et al. 2007、Sohka 
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et al. 2009、Basu et al. 2005、Elowitz and Leibler 2000）。また、医薬品や生物燃料のような
付加価値の高い化学物質の生産、および腫瘍を治療する微生物やウイルスの構築なども、
より複雑なシステムが特定の遺伝的パーツやデバイスを用いることによって構築されてき
た（Ro et al. 2006、Peralta-Yahya et al. 2012、Ramachandra et al. 2001、Anderson et al. 
2006）。 
 このような成功例にもかかわらず、合成生物学な人工遺伝子ネットワークは、設計
した意図どおりには動かないことが多い。おもな原因は、遺伝的パーツの動作が、電子回
路のように、理想的な動作をしないことによる（Ausländer and Fussenegger 2013）。すな
わち、電化製品やコンピューターを構成する電子パーツは、動作は瞬間的であり、スイッ
チングはほぼ完全に「全か無か」の挙動をとり、入出力の相関は明確で、設計時のシュミ
レーションから外れた動作をすることは、ほとんどない。それに対して、遺伝的パーツの
動作は秒～日まで様々であり、スイッチングはON/OFF比が10～1000程度のものが多く、
入出力などの特性が詳細に記載されたものが少ないため、電子回路に比べて動作が不確実
になるのである。Lucksらは、遺伝的パーツに必要な5つの基本的な性質、すなわち、独立
性、信頼性、調整性、直交性、および構成性を提唱している（Lucks et al. 2008）。独立性
は宿主の生理機能と干渉しない性質、信頼性は個々の細胞や環境変化によって顕著に異な
る動作をしない性質、調整性は働きの大きさを可変的に調節できる性質、直交性は類似の
性質を持つパーツ間において互いに干渉しない性質、および構成性は他の遺伝的パーツと
組み合わせが可能である性質を意味する。例えば、合成したデバイスの導入により、想定
されなかった宿主細胞の反応や病的徴候を引き起こした例がいくつか報告されており、そ
れは「独立性」の問題を示している（Kwok 2010）。他の例では、細胞によって、同じデ
バイスが顕著に異なる反応を引き起こすことが報告されており、これらは「信頼性」の問
題と考えられる（Kwok 2010）。 
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 大腸菌は、合成生物学においてもっとも広く使われるモデル生物であるのみなら
ず、組換えタンパク質の生産や、代謝工学による高付加価値化合物の生産など、産業上に
おいても重要な細菌である。しかし、遺伝学的研究の長い歴史にもかかわらず、合成生物
学における使用に適した良質な遺伝的パーツは、大腸菌においてすら、ごく限られている
（Kwok 2010、Rao 2012）。したがって、より多くの新しい良質な遺伝的パーツの開発が
望まれている。特に、遺伝子の転写を調節するためのパーツは比較的多く知られているの
に対して、発現を翻訳レベルで調節するためのパーツは比較的少ない。これまでに、大腸
菌においては、sRNAやリボスイッチが、転写後における遺伝子発現の調節法として知ら
れている。sRNAは、500塩基以下の低分子非翻訳型RNAであり、標的となるmRNAと塩基
対形成することにより結合し、mRNAの安定性や翻訳効率を調節することができる
（Dokyun et al. 2013）。リボスイッチは、mRNAに組み込まれた低分子リガンドにより構
造が変化するRNA配列であり、リガンドの濃度によって翻訳効率が調節される（Mandal & 
Breaker, 2004）。これらは、いずれもmRNAを作用点として働く遺伝子発現の調節機構で
あり、特異的な配列間の塩基対の形成を動作の基盤としている。また、標的遺伝子に挿入
したアンバー終止コドンを、温度感受性サプレッサーtRNAや誘導性プロモーターによる
サプレッサーtRNA条件的に抑制することにより、翻訳を調節する方法も報告されている
（Zengel and Lindahl 1981、Herring and Blattner 2004）。 
 本研究では、上述のsRNAやリボスイッチによる転写後調節とは、原理的に全く異
なる、翻訳レベルにおける遺伝子の発現調節法の開発を試みた。これは、今世紀になって
実用化された大腸菌体内における部位特異的非天然アミノ酸導入系を応用した、翻訳スイ
ッチである。この技術は、大腸菌の翻訳機構を利用して、標的遺伝子に挿入したアンバー
終止コドンに対応して生体内でタンパク質に天然には存在しない非天然アミノ酸を導入す
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る技術であり（下記に詳述）、主に、非天然アミノ酸残基に固有なシグナルを利用したタ
ンパク質の高次構造の解析などに用いられてきた。本研究では、この技術を、本来の目的
とは全く異なる、翻訳スイッチとして応用することを目指した。この方法は、標的遺伝子
に挿入したアンバー終止コドンの条件的な抑制を利用する点において、上述の誘導性サプ
レッサーtRNAと共通するが、第4章で詳しく考察するように、多くの優位点がある。 
 本研究は、おおよそ次の3部分よりなる。 
（１）部位特異的非天然アミノ酸導入系を応用した翻訳のオン/オフを出力とするAND
ゲートおよび翻訳スイッチの構築（おもに独立性、信頼性、および直交性の検証） 
（２）翻訳スイッチにおける漏洩翻訳の抑制手段の検討（おもに調整性の検証） 
（３）翻訳スイッチを応用した高収量無漏洩発現系の開発（おもに直交性、および構成性
の検証） 
!
（１）大腸菌における、部位特異的非天然アミノ酸導入技術は、2001年にスクリプス研究
所のSchultzらのグループが、古細菌のアミノアシルtRNA合成酵素（aaRS）とtRNAのペア
を用いてアンバー終止コドンUAGに対するO-metyl-L-tyrosine導入系を開発したのを最初と
して、その後さまざまな種類の非天然アミノ酸について継続的に開発が進められている
（Liu and Schultz 2010、Wang et al. 2001、Sakamoto et al. 2009）。本研究では、まず、翻訳
レベルで遺伝子の発現を制御する「翻訳スイッチ」の作出を行った（第2章）。この翻訳
スイッチは、1つの物質入力（非天然アミノ酸であるヨウ化チロシン、IY）と2つのプロモ
ーター入力（アミノアシルtRNA合成酵素であるIYRS、およびtRNAであるMJR1に対する
発現調節）の3つの入力を統合するANDゲートを出発点にしている。ANDゲートとは、コ
ンピューターを構成する論理回路の一つであり、入力のすべてがON状態の場合、出力が
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ONになる論理回路である。これは、2つ以上の情報を統合して、判断を下すための、基本
的回路のひとつである。合成生物学では、自律的に遺伝子回路を制御するために、コンピ
ューターと同様に、遺伝的パーツとしてANDゲートなどの論理回路が求められている。こ
の部位特異的非天然アミノ酸導入を応用したANDゲートの場合、1つの非天然アミノ酸と2
つのプロモーターから発現誘導される3つの入力がすべて揃うと翻訳が開始され、3つの入
力のうち1つでも入力されないと翻訳は開始されなかった。さらに、このANDゲートか
ら、3つの翻訳スイッチ（IY、IYRS、およびMJR1スイッチ）を派生的に作出した。IYス
イッチは、非天然アミノ酸であるIYの添加もしくは非添加によって翻訳を制御する。
IYRSスイッチはアミノアシルtRNA合成酵素の発現を調節するプロモーターを誘導性にし
て、その誘導物質もしくは抑制物質により翻訳を制御する。MJR1スイッチは、tRNAの発
現を調節するプロモーターを誘導性にして、誘導物質もしくは抑制物質により翻訳を制御
する。それらの翻訳スイッチの動作は、実験的にも検証できた。 
!
（２）しかし、それらの翻訳スイッチは、オフ状態においても検出可能な漏洩翻訳が観測
されたため、次にそれを抑える手段を検討した（第3～4章）。部位特異的非天然アミノ酸
導入で用いているtRNAであるMJR1において、宿主である大腸菌がもつアミノアシルtRNA
合成酵素によって、天然アミノ酸がミスチャージされる可能性が指摘されている
（Pastrnak et al. 2000）。また、アミノアシルtRNA合成酵素の過剰な発現は、本来の基質
が少ない状態において、tRNAのミスチャージを増進するとの報告があり（Kiick et al. 
2000、Varshney and RajBhandary 1992）、アミノアシル化の精度はアミノアシルtRNA合成
酵素とtRNAの適切な発現バランスが重要であると考えられている（Swanson et al. 
1988）。これらの情報に基づき、アミノアシルtRNA合成酵素とtRNAの発現量およびバラ
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ンスに影響を及ぼすアミノアシルtRNA合成酵素プロモーターおよびtRNAプロモーターの
選択、アミノアシルtRNA合成酵素とtRNAのIYに対する特異性の不完全さを前提とした3
種の翻訳スイッチ間の併用、および標的遺伝子に挿入するアンバー終止コドンの多重化に
よる漏洩発現の抑制法を検討した。 
!
（３）次に、上記により作出した翻訳スイッチをパーツとして、高収量無漏洩発現システ
ムの開発を行った（第5章）。タンパク質の発現系において、高収量を得ることは第一に
重要である。加えて、組換えタンパク質の生産や代謝工学などに用いる発現システムにお
いて、酵素や毒素などのような微量で大きな生物活性のあるタンパク質の発現では、発現
抑制時の漏洩発現を完全に抑制することも重要である。例えば、大腸菌において強毒性の
酵素を発現させる場合、発現抑制条件においてわずかでも漏洩発現が存在すると、宿主が
死滅し、組換えタンパク質の生産が不可能となる。代謝工学においても、酵素は一分子で
多数の基質の反応を触媒するため、わずかな漏洩発現から無視できない副反応を生じるこ
とがある。しかしながら、既存の転写レベルでのみ調節する発現系では、一般的に、高収
量であれば誘導抑制時の漏洩発現が大きく、漏洩発現を抑制しようとすれば低収量に甘ん
ずる必要があり、高収量と無漏洩は、トレード・オフの関係とされている。この矛盾を解
決する手段として、本研究において開発した翻訳スイッチを、既存の厳格な転写調節系と
組み合わせ、発現を転写・翻訳二重制御にすることを着想した。すなわち、発現誘導時に
は転写・翻訳とも最大に活性化して高収量を得る。一方、発現抑制時には、転写だけでは
なく、翻訳も抑制して、わずかな漏洩転写によるmRNAがタンパク質に翻訳されるのを防
いで、無漏洩発現を実現しようとするものである。本研究では、この着想に基づき、翻訳
スイッチを用いて、発現を転写・翻訳二重制御にすることにより、高収量と無漏洩を両立
する発現系の遺伝回路を設計し、その性能を実験的に検証した。 
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 上記（１）～（３）を検証した結果、部位特異的非天然アミノ酸導入系を応用した
翻訳スイッチは、大腸菌の遺伝子発現を翻訳レベルでスイッチングする新しい良質な遺伝
的パーツであると結論した。また、その有望な応用法として、転写・翻訳二重制御による
高収量無漏洩発現系の構築に成功した。 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第２章　部位特異的非天然アミノ酸導入を応用した 
ＡＮＤゲート 
２.１　背景 
 部位特異的非天然アミノ酸導入は、アンバー終止コドンUAGに対応して、非天然ア
ミノ酸を導入する技術である。大腸菌の場合、古細菌に由来するアミノアシルtRNA合成
酵素（aaRS）とtRNAのペアの変異体を菌体内で発現させることによって非天然アミノ酸
の導入が可能となる（Liu and Schultz 2010）。この変異aaRSは、特定の非天然アミノ酸の
みを認識して、ペアとなるtRNAに結合させる。このtRNAはアンバー終止コドンを認識
し、その非天然アミノ酸をタンパク質に取り込ませることができる（図2-1-1）。この技術
を用いると、生きた大腸菌の細胞内で、培地に加えた非天然アミノ酸を、アンバー終止コ
ドンを導入した組換え遺伝子がコードするタンパク質に取り込ませることができる。 こ
のaaRS/tRNAのセットは、宿主細胞のいずれのaaRS/tRNAペアとも、ほとんど交差反応し
ない、すなわち、直交性を持つ。大腸菌では、古細菌由来のチロシルまたはピロリジル
aaRS/tRNAペアの直交性が高いので、部位特異的非天然アミノ酸導入に用いられている
（Wang et al. 2001、Neumann et al. 2008、Mukai 2008）。これらのペアはそのままではな
く、非天然アミノ酸およびアンバー終止コドンに特異的に改変して用いる。この変異aaRS
は、特定の非天然アミノ酸のみを認識し、自然のタンパク質を構成する20種の天然アミノ
酸を認識しない。tRNAもまた、アンバー終止コドンを認識するようアンチコドンの配列
（tRNACUA）を改変している。この改変されたaaRS/tRNAペアを、宿主細胞内で発現させ
ると、非天然アミノ酸が通常の翻訳装置の働きにより、生体内で標的遺伝子の産物に取り
込まれる。Schultzらが、大腸菌の系を使って、最初に非天然アミノ酸の導入に成功して以
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来、LysとTyrの誘導体を含む様々な非天然アミノ酸の生体内への導入が可能になった
（Liu and Schultz 2010、Wang et al. 2001）。この技術は、構造解析、機能解析、タンパク
質治療薬、および機能改善などのような応用において、タンパク質工学のために広く適用
されている（Cellitti et al. 2008、Schultz et al. 2006、Ye et al. 2009、Xie et al. 2004、
Sakamoto et al. 2009、Summerer et al. 2006、Hino et al. 2005、Grünewald et al. 2009、 Liu and 
Schultz 2006、 Deiters et al. 2004、 Liu et al. 2009）。 
 本章では、部位特異的非天然アミノ酸導入を応用し、アンバー終止コドンを人為的
に挿入した標的遺伝子の発現を翻訳レベルで制御する「翻訳スイッチ」の作出を行った。
この翻訳スイッチは、1つの物質入力（非天然アミノ酸であるヨウ化チロシン、IY、図
2-3-1）と2つのプロモーター入力（アミノアシルtRNA合成酵素であるIYRS、およびtRNA
であるMJR1に対する発現調節）の3つの入力を統合するANDゲートを出発点にしている
（図2-3-2）。ANDゲートとは、コンピューターを構成する基本素子として用いられる論
理回路のひとつである。すなわち、入力の全てがON状態の場合、出力がONになる回路で
ある。言い換えれば、2つ以上の入力が全てなされた場合のみ出力がなされる論理回路で
ある。合成生物学では、遺伝子回路を制御するために、2つ以上の情報を統合して、判断
を下すための遺伝学的な論理回路が重要なデバイスのひとつと考えられている。この部位
特異的非天然アミノ酸導入系は翻訳を出力とするANDゲート、すなわち1つの非天然アミ
ノ酸と2つのプロモーターから発現誘導される3つの入力がすべて揃うと翻訳が開始され、
3つの入力のうち1つでも入力されないと翻訳は停止する、遺伝的なデバイスと解釈でき
る。本研究は、部位特異的IY導入系において、IY、IYRS、およびMJRIの全てが存在する
時のみ翻訳が進むかどうか、また、どれか1つでも欠如すると翻訳が止まるかどうかを実
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験し、ANDゲートとしての動作を検証した。その結果から、理論上考えうる3つの翻訳ス
イッチ（IY、IYRS、およびMJR1スイッチ）が構築可能か確かめた。なお、IYスイッチ
は、非天然アミノ酸であるヨウ化チロシンの添加もしくは非添加によって翻訳を制御する
スイッチである。IYRSスイッチはアミノアシルtRNA合成酵素の発現を調節するプロモー
ターを誘導性にし、その誘導物質もしくは抑制物質により翻訳を制御するスイッチであ
る。MJR1スイッチは、tRNAの発現を調節するプロモーターを誘導性にし、誘導物質もし
くは抑制物質により翻訳を制御するスイッチである。 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図2-1-1　部位特異的非天然アミノ酸導入法の原理 
!
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古細菌由来aaRS
古細菌由来tRNA
非天然アミノ酸
２.２　材料および方法 
２.２.１　菌株、培養条件、および形質転換 
 本研究では、特記がない限り、大腸菌BL21-AI株[F- ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) 
araB::T7RNAP-tetA]を用いた。また、プラスミド構築のために、MV1184、XL1-Blue、お
よびDH5αを用いた。大腸菌は、LB培地を用い、35℃で増殖させた。カルベニシリン
（100µg/mL）、クロラムフェニコール（50µg/mL）、およびカナマイシン（50µg/mL）を
適宜に添加した。形質転換は、Easyject Prima electroporator（EquiBio）を用いて、エレク
トロポレーション法により行った。 
!
２.２.２　プラスミド構築 
 IYRS（大腸菌のTyr tRNA合成酵素プロモーターPTyrRSによって転写）とMJR1（大腸
菌のlppプロモーターPlppによって転写）をコードするアンバー抑制プラスミドであるpTYR 
MjIYRS2-1（D286）MJR1x3（p15Aレプリコン）は、理化学研究所の坂本博士のご厚意に
よりご分譲いただいた（Sakamoto et al. 2009）。IYRSまたはMJR1いずれかの条件的な発
現のため、さらに2つの誘導体、PTyrRSと大腸菌のlacプロモーターPlac、もしくはPlppとlacO 
PT7-lacOをともなうT7プロモーターを構築した。これらの誘導体は、それぞれをpTYR 
Plac::MjIYRS2-1（D286）MJR1x3およびpTYR MjIYRS2-1（D286）PT7-lacO::MJR1x3とし
た。 
 大腸菌blaプロモーターPbla、Plac、またはPlppによって駆動する強化緑色蛍光タンパ
ク質（E G F P）発現ベクターは、プロモーター不含のエントリーベクターである
pDONR211（pUC系レプリコン、Invitrogen）に組込んで構築した。アンバーあり/なしのプ
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ロモーター-egfp融合体は、fusion PCRにより調製し、標準的なBP組換えによるゲートウェ
イ反応（Invitrogen）を用いてpDONR211に組込んだ（図2-2-1）。EGFPの蛍光陽性コロ
ニーは、XL1-Blue（supE44）に形質転換後に選択した。PT7-lacO駆動ベクターを構築する
ために、egfp遺伝子をIn-Fusion HDクローニングキット（Clontech）を用いてpET-DEST42
（ColE1レプリコン、Invitrogen）へ導入し、DH5αを用いて増幅した。 
!
２.２.３　条件付きアンバー抑制 
 pTYR MjIYRS2-1（D286）MJR1x3、もしくはIYRSとMJR1を供給する誘導体は、初
めにBL21-AIに導入し、プラスミドを保有する株を確立した。その後、発現ベクターをそ
れらの株に形質転換した。IYスイッチはオリジナルのpTYR MjIYRS2-1（D286）MJR1x3
の保有株を用いて行った。IYRSのコンディショナルな発現は、プロモーターを置換したプ
ラスミドであるpTYR Plac::MjIYRS2-1（D286）MJR1x3（PlacはIYRS遺伝子を駆動）を用い
て、IPTG（イソプロピルβ-D-1-チオガラクトピラノシド）による誘導もしくはD-グルコー
ス（Glc）による抑制のいずれかを培地中に添加することによって制御した。BL21-AIで
MJR1の発現を制御するために、別のプロモーターで置換されたプラスミドであるpTYR 
MjIYRS2-1（D286）PT7-lacO::MJR1x3（PT7-lacOはMJR1遺伝子を駆動）を、L-アラビノース
（Ara）とIPTGによる誘導もしくはD-グルコース（Glc）による抑制のいずれかと共に用い
た。誘導物質や抑制物質は次のように用いた: Ara（0.2％ [wt/vol]）、Glc（0.5％ [wt/
vol]）、IPTG（1mM）、およびIY（0.1％ [wt/vol]）。 
!
２.２.４　EGFPレポーターアッセイ 
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 大腸菌は遠心分離（1,800 xg 3分間）によって収集した。ペレットを2回洗浄し、等
量の0.9％（wt/vol）NaClに再懸濁した。大腸菌懸濁液を希釈し、590nm（OD590）におけ
る光学密度を0.3に調整した。蛍光強度は島津RF-5300PC分光蛍光光度計（励起480 nm、発
光515 nm）を用いて測定した。pTYR MjIYRS2-1（D286）MJR1x3またはその誘導体のな
い、EGFP発現ベクターのみを保有する株はネガティブコントロールとして用いて、その蛍
光強度をバックグラウンドとして測定した。全てのサンプルの測定値は、バックグラウン
ド値を差し引いた後に評価した。 
!
２.２.５　統計 
 データは独立した実験を3回繰り返して得た。それぞれ平均値±標準誤差で表した。
統計解析パッケージソフトウェアOrigin ver.9を用いて、分散分析（ANOVA）により解析
した。 
!
２.２.６　ANDゲートの動作の検証 
 恒常的プロモーター（Plpp）によるEGFP遺伝子の発現を指標に、翻訳効率を計測し
た。翻訳開始コドン直下にアンバー終止コドンを挿入した。EGFPの蛍光をIYスイッチ
は、IYの存在下または非存在下において、pTYR MjIYRS2-1（D286）MJR1x3を保持する
BL21-AI株を用いて試験した。IYRSおよびMJR1によるスイッチ能力を試験するために、
pTYR Plac::MjIYRS2-1（D286）MJR1x3とpTYR MjIYRS2-1（D286）PT7-lacO:: MJR1x3を保
持する株を用いた。IYRSまたはMJR1は、それぞれ、IPTGまたはAra+IPTGによって誘導、
Glcによって抑制した。大腸菌は、適切な誘導物質もしくは抑制物質を含有する固体培地
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上に接種し、16時間培養後、蛍光強度を計測した。Plppの活性に対する誘導物質および抑
制物質の効果を補正するため、EGFPの蛍光強度は、アンバー終止コドンが挿入されてい
ない場合と比べて標準化した（F1amb/F0amb）。最後に、スイッチ能力は以下のように評価
した。「1」および「0」は、存在（誘導）、および非存在（抑制）を示す。相対値F1amb/
F0amb（IY=1、IYRS=1、およびMJR1=1で相対値F1amb/F0amb=1）。データは独立した実験を3
回繰り返して得た。 
!
２.２.７　増殖速度の計測 
 アンバー終止コドン抑制プラスミドであるpTYR Plac::MjIYRS2-1（D286）MJR1x3
（白丸; IYRSとMJR1は、それぞれ、PTyrRSとPlppによって恒常的に発現させてある）、もし
くは非抑制のコントロールプラスミドであるpTYR MjIYRS2-1（D286）を保持するBL21-
AI株を用いて検証した。一晩培養した培養菌体は、0分時におけるOD590を0.01に希釈し
た。IY（0.1 mg/ml）、およびクロラムフェニコール（50 µg/ml）を含有する培地中で、37
℃、190 rpmで培養した。 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図2-2-1　プラスミド構築 
!
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２.３　結果および考察 
 本実験では、非天然アミノ酸として、3-ヨウ化-L-チロシン（IY、図2-3-1）を導入
する系を用いた。細胞外のIYは、細胞内に取り込まれ、プラスミドにコードされた古細菌
Methanocaldococcus jannaschiiに由来するアンバー抑制tRNA（tRNACUA）MJR1、およびIY
とMJR1を特異的に認識するアミノアシルtRNA合成酵素（aaRS）IYRSのペアにより、ア
ミノアシルtRNAを形成し、結果として、IYは標的遺伝子のORFに組込まれたアンバー終
止コドンに対応して取り込まれる（図2-3-2）。もし、IY-MJR1が形成されずIYが取り込ま
れなかった場合、翻訳は遊離因子RF-1によってアンバー終止コドンにおいて終結すると予
想される。さらに、IYが取り込まれなかった場合、開始コドンAUGの直下に挿入された
アンバー終止コドンは、標的遺伝子の機能喪失変異を引き起こすと推定できる。このシス
テムは、3つの入力（1つの外部から供給される物質であるIY、およびIYRSとMJR1遺伝子
を駆動する2つのプロモーター）を統合し、IY-MJR1の形成を出力とするANDゲートとし
て解釈できる。 
 このANDゲートの動作を検証するため、本実験は翻訳開始コドン直下に1つのアン
バー終止コドンを挿入したEGFP遺伝子を恒常的に転写する大腸菌を用い、EGFP蛍光を指
標として翻訳効率を計測した（図2-3-3）。グラフの縦軸は、IYや発現制御物質が及ぼす非
特異的な効果を補正するため、アンバーを挿入していないEGFPによって標準化した値を
表した。また、IY、IYRS、およびMJR1それぞれにおいて、「1」は存在、「0」は非存在
を表した。予測どおり、IY、IYRS、およびMJR1のいずれによっても、翻訳をオン/オフす
るスイッチが作れることが実証された。また、IY、IYRS、およびMJR1の3つの入力が全
て揃えば標的遺伝子は翻訳されるが、1つでも欠如すると翻訳は開始されないことが証明
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された。この結果により、IY特異的非天然アミノ酸導入系は、ANDゲートとして動作する
ことが実証された。本実験では、EGFPの発現を指標に翻訳効率を測定する際、転写産物
の量を直接測定していない。そのため、EGFPの発現量が翻訳効率をそのまま反映してい
るか、という疑問が生じうるかもしれない。本実験では、転写産物の量を直接測定するか
わりに、EGFP遺伝子にアンバー終止コドンを挿入していないコンストラクトを用いて、
コントロール実験を行っている。つまり、コントロールの値との相対値とすることで、非
天然アミノ酸やその他の添加物質の転写等に対する間接的な影響を補正している。 
 このANDゲートの出力であるIY-MJR1の形成には、非天然アミノ酸であるIY、aaRS
であるIYRS、およびtRNAであるMJR1の3つの要素が必須である。逆に、これら3つの要素
のうち、1つでも欠如すると、IYの取り込みは起こらなかった。したがって、図2-3-3の結
果は、次の3つの原理による翻訳スイッチの動作の証明とも解釈できる（図2-3-4）。1つ目
は、IYを培地に加える/除く、により翻訳をオン/オフする、「IYスイッチ」である。2つ目
は、IYRSの誘導/抑制による「IYRSスイッチ」、そして、3つ目はMJR1の誘導/抑制による
「MJR1スイッチ」である。しかし、いずれも翻訳がオフ状態でも、なお数％の検出可能
な翻訳が残存することが分かった（図2-3-3）。スイッチは、オフ状態において、理想的に
は出力が0であることが望ましい。数％という漏洩翻訳は、スイッチの有用性を損なう可
能性があるので、より除かれることが望ましいと考えられる。次章以降においては、漏洩
翻訳を減じるための工夫を試みた。 
 これらのANDゲートもしくは翻訳スイッチは、天然のアンバー終止コドンも抑制す
るため、それによる宿主大腸菌に対する有害な効果が懸念される。そこで、大腸菌BL21-
AI株の増殖速度を確認した。その結果、対数増殖期における倍加時間はともに約25.5分で
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あり、差は認められなかった（図2-3-5）。既往の知見から、アンバー抑制は、一般的に成
長率へは影響しないことが知られている（Eggertsson and Söll 1988）。一方で、アンバー抑
制tRNAの種特異的な毒性も報告されている（Tian et al. 2013）。したがって、翻訳スイッ
チの有用性は、宿主種に依存すると推測される。BL21-AIの成長は、ゲノム上に存在する
自然のアンバー終止コドンを抑制することによって阻害されなかったことから、BL21-AI
は翻訳スイッチにうまく適合していることを示唆した。 
 合成生物学では、遺伝子回路を制御するために、2つ以上の情報を統合して、判断
を下すための論理回路が重要なデバイスのひとつと考えられる。コンピューターがそのよ
うな論理回路の積み重ねで出来上がっているのと同様の理由で、自律的な遺伝回路を作る
上では、生物分子で構成される論理回路が求められる。翻訳のオン/オフを出力とする論
理ゲートは、これまでほとんど報告がないので、この部位特異的非天然アミノ酸導入系を
応用した翻訳スイッチは、新たな遺伝的パーツとして、有望と考えられる。本研究で実証
したANDゲート以外の論理ゲート、例えばORゲートで構築できないかについても考察す
る。図2-3-6に示したように、さらに遺伝回路を追加することにより、ANDゲート以外の
翻訳を出力とする論理ゲートを作ることも原理的に可能と思われる。例えば、tRNAによ
るスイッチを、tRNAを誘導物質の異なるプロモーター（例えば、IPTGで誘導されるPlac、
およびAraで誘導されるPBAD）によって駆動される2つの発現コンストラクトにより制御す
るとすれば、ORゲート（2つ以上の入力のうち、いずれか1つがなされると、出力が生じ
る論理ゲート）を構築することができると考えられる。同様に、プロモーター入力を統合
して転写出力をする論理ゲートは、すでに数多く報告されており、それらを翻訳スイッチ
に接続すれば、最終的に翻訳のオン/オフを出力とする論理ゲートを構築できると考えら
れる。 
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 本研究で示したANDゲートもしくは翻訳スイッチによる制御を受けた場合、標的遺
伝子の産物のN末端には必ず非天然アミノ酸が導入されるが、それらが標的タンパク質の
機能へ影響する可能性は排除できない。今回実験に用いたEGFPの蛍光、colicinE3やCcdB
の毒性（第5章参照）については活性は保たれていたが、機能への影響は標的遺伝子ごと
に留意する必要があるだろう。また、観点を変えれば、非天然アミノ酸が導入されること
は、不利な点ばかりではない。例えば、非天然アミノ酸に特徴的な官能基を利用してアフィ
ニティカラムや蛍光プローブと結合させて、精製の便宜を与えたり追跡したりするツール
として用いることができると考えられる。加えて、非天然アミノ酸を自然もしくは人工的
なプロセッシングによって除かれるN末端のタグやシグナル配列中に取り込ませるような
デザインにすることも可能であり、成熟タンパク質への影響の可能性を回避することもで
きると考えられる。 
 標的遺伝子へのアンバー終止コドンの挿入は、部位特異的非天然アミノ酸導入によ
る翻訳スイッチを用いるために必須である。対照的に、sRNAのような、いくつかの他の
翻訳調節ツールは、標的遺伝子内の改変を必要としない（De Lay et al. 2013）。しかし、
多くの場合、RNA抑制ツールで検出されるオフターゲット効果は、IYスイッチには見られ
ない（Sharma and Vogel 2009）。また、大腸菌ゲノム上の遺伝子改変は、技術上容易に
なってきている（Zhang et al. 1998、Qi et al. 2013、Jiang et al. 2013、Isaacs et al. 2011）。
RNA制御ツールは改変していない個々の標的遺伝子に特異的なのに対し、IYスイッチは多
数の標的遺伝子を同時に制御することが可能である。これらの明確な特徴は、これらの翻
訳制御ツールは、競争関係ではなく、互いに相補的であることを示唆する。 
 これまでに、多くのaaRS/tRNACUAペアが多様な非天然アミノ酸導入のために開発
され、細菌のみならず、酵母、線虫、昆虫、哺乳類培養細胞、および植物にも適用されて
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いる（Chin et al. 2003、Greiss and Chin 2011、Bianco et al. 2012、Sakamoto et al. 2002、Li et 
al. 2013）。類似の翻訳スイッチは、それらのペアを用いて構築可能であり、適用可能な
生物種を容易に拡大できる。特に、IYスイッチのようなUAAsスイッチは、種特異的な誘
導性の転写調節因子には非依存性のため、多様な生物種に適応させるには有利である。こ
の特徴は、UAAsスイッチは誘導性の転写調節因子がほとんど発見されていない生物種に
おいてコンディショナルな遺伝子発現システムを構築できることを示唆する。ただし、宿
主のゲノムに含まれる自然のアンバー終止コドンの抑制により想像される毒性、および真
核生物におけるナンセンス媒介mRNAの崩壊が、障壁となる可能性がある（Schweingruber 
et al. 2013）。 
 以上、本章の実験を纏めて次の知見が得られた。 
（１）部位特異的非天然アミノ酸導入系は、翻訳を出力とする、新しい生物学的ANDゲー
トとして、合成生物学における利用が期待できる。 
（２）このANDゲートを応用して、遺伝子発現を翻訳レベルでオン/オフする「翻訳ス
イッチ」を作出した。 
（３）翻訳スイッチは、非天然アミノ酸、aaRS、またはtRNAによりスイッチングする３
つの異なる種類がある。 
（４）これらの翻訳スイッチのオフ時には、検出可能な漏洩翻訳があり、これらをさらに
抑制することが望ましい。 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図2-3-1　3-ヨウ化-L-チロシン（IY）の化学構造 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図2-3-2　ANDゲートの模式図 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図2-3-3　ANDゲートの動作の検証 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図2-3-4　3つの原理に基づく翻訳スイッチ 
!
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   ○、IYによるアンバー終止コドン抑制株 
●、MJR1欠損株によるネガティブコントロール（アンバー非抑制） 
図2-3-5　ゲノム中のアンバー終止コドンの抑制下におけるBL21-AI株の増殖曲線 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図2-3-6　翻訳スイッチを応用したORゲートの概念図 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第３章　　非天然アミノ酸で制御される翻訳スイッチ 
３.１　背景 
 第2章において、部位特異的非天然アミノ酸導入を応用して、3つの翻訳スイッチ
（IYスイッチ、IYRSスイッチ、およびMJR1スイッチ）を構築した。これらの中でも、IY
スイッチには際立った特徴がある。第一に、IYは、アミノアシルtRNAおよび標的タンパ
ク質を形成する「ビルディングブロック」（構成分子、例えば生命における核酸やアミノ
酸など）である。この性質は、IPTGのような他の制御分子のものとは完全に異なる。第
二に、IYは自然界には存在しない物質であるため、内因性もしくは環境による予期せぬ活
性化は、理想的にはあり得ない。第三に、スイッチ能力および翻訳効率がIYRSスイッチ
および/またはMJR1スイッチの併用、IYRSおよびMJR1遺伝子を駆動するプロモーターの
選択、および標的遺伝子中のアンバーの重ね数の調整により、広いダイナミックレンジに
おいて調整可能である。これらの特徴は、既存の遺伝子発現調節システムとは大きく異なっ
ている。特に、第一および第二の特徴は、他の調節ツールや既存の細胞プロセスからの独
立性において優位性を示している（Lucks et al. 2008）。さらには、第二の特徴において、
環境ノイズが極めて低いことを示唆することから、信頼性において優位性を示している
（Lucks et al. 2008）。 
 そこで、この章においては、IYスイッチに特に注目して、その動作速度およびス
イッチング性能に影響を及ぼす因子について調べた。特に、前章に述べたように、オフ状
態における漏洩翻訳レベルが高いと、スイッチとしての有用性が損なわれるため、漏洩翻
訳レベルに影響する構成因子を明らかにして、それを抑える手段を検討した。 
!
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３.２　材料および方法 
３.２.１　菌株、培養条件、および形質転換 
 上記２.２.１と同様な菌株を用い、同様な培養条件で形質転換を行った。 
!
３.２.２　プラスミド構築 
 上記２.２.２で述べた材料と方法と同様にプラスミドを構築した。 
!
３.２.３　条件付きアンバー抑制 
 上記２.２.３で述べた材料と方法と同様に、条件付きアンバー抑制実験を行った。 
!
３.２.４　EGFPレポーターアッセイ 
 上記２.２.４で述べた材料と方法と同様に、EGFPレポーターアッセイを行った。 
!
３.２.５　統計 
 上記２.２.５で述べた材料と方法と同様に、データ解析を行った。 
!
３.２.６　ＩＹスイッチの動作速度の測定 
 pTYR MjIYRS2-1（D286）MJR1x3を保有するBL21-AI株で検討した。lppプロモー
ターにより駆動され、開始コドン直下にアンバー終止コドンを挿入したEGFP遺伝子の蛍
光を指標に翻訳効率を計測した。データは独立した実験を3回繰り返して得た。 
!
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３.２.７　漏洩発現に対するプロモーター選択の影響の測定 
 pTYR MjIYRS2-1（D286）MJR1x3もしくはその派生体を保有するBL21-AI株を用い
た。EGFP遺伝子の蛍光を指標に翻訳効率を計測した。EGFP、IYRS、およびMJR1遺伝子
は、種々の異なるプロモーターで駆動した［PTyrRS、Plac（lacIとlacOを含む）、Plpp、PT7-
lacO、およびPbla］。PlacはIPTG、PT7-lacOはAra+IPTGによって活性化した。 
!
３.２.８　アンバー終止コドンの多重化の影響の測定 
 pTYR MjIYRS2-1（D286）MJR1x3を保有するBL21株を用いた。開始コドン直下に
0～3つのアンバー終止コドンを挿入し、Placによって駆動するEGFP発現コンストラクトを
用いた。EGFP遺伝子は、IPTGにより恒常的に誘導した。アンバー抑制は、IYスイッチに
よって制御した。大腸菌はIY含有の培地もしくはIY非含有の培地に接種した。蛍光強度
は、16時間培養後に測定した。データは独立した実験を3回繰り返して得た。 
!
３.３　結果および考察 
 第2章で得られたANDゲートから派生したIYスイッチは、IYRSとMJR1は恒常的に
発現されるため、翻訳のスイッチングは、IYの存在または非存在のみで制御される（図3-
3-1）。 
 本章の実験では、まずIYスイッチの動作速度を計測した（図3-3-2）。IYスイッチ
は、デフォルト状態（＝IY導入機能が働いていない状態）では、翻訳はオフ状態である。
そこで、実験では、オフ状態（IY非存在）からオン状態（IY存在）への移行を、EGFPを
標的遺伝子として、その蛍光強度の時間変化を指標にして調べた。その結果、IYを培地に
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添加すると、少なくとも7分後には明らかなEGFPの上昇が認められ、15-30分後には最大
速度に達した。したがって、オフ状態からオン状態への移行は、30分以内に完全に達成さ
れることが示唆された。この実験経過は、IPTGやアラビノースなど他の誘導物質を用いた
発現調節系の応答時間と比肩できる速度である（Basu et al, 2004）。したがって、IYス
イッチは、他の遺伝的パーツとの組み合わせにより、より複雑な人工遺伝回路の構築に適
していると推測される。 
 IYスイッチの問題点は、IYが存在しないオフ状態においても検出可能な漏洩翻訳が
認められることである。そこで、オフ状態における漏洩翻訳レベルに影響する因子を明ら
かにして、それを抑える手段を検討した。まず、IYRSおよびMJR1を駆動するプロモータ
ーの選択について検討した（図3-3-3）。その結果、IYRS遺伝子を駆動するプロモーター
を、大腸菌チロシルtRNAシンテターゼプロモーターからラクトースプロモーターに置換
すると、漏洩発現が大幅に増加することがわかった。一方、MJR1では、lppプロモーター
とT7プロモーターでは、大きな漏洩発現の差は認められなかった。したがって、少なくと
もIYRSのプロモーターの選択は、漏洩発現レベルに大きな影響があるため、その選択は
重要であることが示唆された。これまでに、aaRSの過剰発現は、本来の基質が少ない状態
においてtRNAのミスアシル化を増進し（Kiick et al. 2000、Varshney and RajBhandary 
1992）、アミノアシル化の精度は、aaRSとtRNAの適切なバランスを必要とすることが報
告されている（Swanson et al. 1988）。これらの報告は、MJR1のミスアシル化がIYRS遺伝
子を駆動するプロモーターの選択によって影響されることを示唆する。そのようなミスア
シル化によって、IYが非存在下においても標的遺伝子のmRNAは翻訳されるので、漏洩翻
訳が増加することが予測される。IYRSとMJR1の最適なバランスが、最高のスイッチ能力
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を得るために重要と考えられる。 
 次に、標的遺伝子に挿入するアンバー終止コドンの多重化による影響も調べた。理
論的には、アンバー終止コドンにおいて、IY-MJR1と内在する遊離因子RF-1が競合する性
質（Mukai et al. 2010、Johnson et al. 2011）を利用して、以下の原理によって漏洩翻訳を抑
制できると推測される。すなわち、アンバー終止コドンにおいて、翻訳がIY-MJR1により
継続されるか、RF-1によって終止するか、いずれかをたどると仮定すると、 
!
E = A/(K + A)  （a） 
!
ここで、Eは翻訳効率、AはIY-MJR1の濃度、およびKは定数（RF-1濃度を一定と仮定）で
ある。IYスイッチのオフ状態では、オン状態に比べてAが小さいので、オン状態の翻訳効
率Eonと、オフ状態の翻訳効率Eoffの比は、（b）の式のようになる。 
!
Eoff /Eon < 1  （b） 
!
第2章で実測したEoff/Eonは、おおよそ0.03であった。もし、アンバー終止コドンがn個に多
重化したとすれば、その場合の翻訳効率Enについて、（c）のようになると予想される。 
!
Enoff /Enon = (Eoff /Eon)n （c） 
!
（b）と（c）を併せると、（d）のようになる。 
!
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E1off /E1on > E2off /E2on > E3off /E3on > ………> En-1off /En-1on > Enoff /Enon （d） 
!
（d）は、アンバー終止コドンの挿入数を増やすほど、オン状態に対する相対的な漏洩翻
訳が減少することを示唆する。そこで、0～3つのアンバー終止コドンを挿入したEGFP遺
伝子の発現コンストラクトを構築し、実験的にアンバー終止コドンの多重化による漏洩翻
訳の抑制を検証した。その結果、予測どおり、オン状態に対するオフ状態の漏洩翻訳の割
合は、多重化によって減少した（図3-3-4）。これは、上述のように、オフ状態の方がIY-
MJR1の濃度が大幅に低いため、相乗的な翻訳終止の割合の増加がより著しいためである
と考えられる。したがって、アンバー終止コドンの多重化により、IYスイッチのスイッチ
能力は高くなると評価できる。しかし、オン状態においても、オフ状態においても、絶対
的な翻訳効率は低下した。したがって、スイッチ能力の向上のトレードオフとして、得ら
れる産物の量の減少は避けられない。使用目的に応じて、アンバーの適切な数を選択する
必要性があるだろう。 
 以上の結果により、本章では次の知見が得られた。 
（１）IYスイッチの応答速度は、IPTGやアラビノースなど、他の誘導物質を用いた発現調
節系の応答時間と比肩できる速度であり、既存の確立した他の遺伝的パーツとの組
み合わせに適していると推測された。 
（２）IYRSのプロモーターの選択は、漏洩発現レベルに大きな影響があるため、その選
択は重要である。 
（３）アンバー終止コドンの多重化により、漏洩発現の割合を減らせるが、同時に翻訳効
率の減少を招いてしまうため、使用目的によって、適当なアンバー終止コドンの重
ね数を決定する必要がある。 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図3-3-1　IYスイッチの回路図 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図3-3-2　IY添加後の時間経過における標的遺伝子の発現変化 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   　　ＴＲ、大腸菌チロシルtRNAシンテターゼプロモーター 
  　　ＬＡ、大腸菌ラクトースプロモーター（lacIおよびlacOを含む） 
  　　ＬＰ、大腸菌lppプロモーター 
  　　Ｔ７、T7ファージ由来プロモーター 
  　　ＢＬ、大腸菌blaプロモーター 
  
図3-3-3　種々のプロモーターの制御下にあるIYスイッチ能力 
!
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図3-3-4　アンバー終止コドンの多重化によるスイッチ能力の改善  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第4章　aaRSまたはtRNAの発現制御による翻訳スイッチ 
　　　  および相乗効果 
４.１　背景 
 IYスイッチは、オフ状態においても、数％から十数％の漏洩翻訳が認められた。そ
のような漏洩翻訳の残存は、遺伝子発現調節スイッチとしての有用性を損なうため、その
解消が課題として残された。第3章では、IYスイッチを構成する要素のうち、漏洩翻訳レ
ベルに影響のあるものを同定し、その調整によって解決を試みた。その結果、IYRSを駆
動するプロモーターの選択、およびアンバー終止コドンの多重化により、漏洩翻訳を減ら
す方法を見出した。 
 本章では、それとは異なる原理によるIYスイッチの漏洩発現の抑制法について検討
した。第2章で述べたように、翻訳スイッチには、IYスイッチのほか、IYRSスイッチおよ
びMJR1スイッチがある。そこで、IYスイッチと、IYRSスイッチもしくはMJR1スイッチを
併用することにより、相乗的に漏洩発現を抑制できるのではないかと考えた。本章では、
IYスイッチと、IYRSスイッチまたはMJR1スイッチとの併用効果を、実験的に検証した。 
!
４.２　材料および方法 
４.２.１　菌株、培養条件、および形質転換 
 上記２.２.１と同様な菌株を用い、同様な培養条件で形質転換を行った。 
!
４.２.２　プラスミド構築 
 上記２.２.２で述べた材料と方法と同様にプラスミドを構築した。 
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４.２.３　条件付きアンバー抑制 
 上記２.２.３で述べた材料と方法と同様に、条件付きアンバー抑制実験を行った。 
!
４.２.４　EGFPレポーターアッセイ 
 上記２.２.４で述べた材料と方法と同様に、EGFPレポーターアッセイを行った。 
!
４.２.５　統計 
 上記２.２.５で述べた材料と方法と同様に、データ解析を行った。 
!
４.２.６　スイッチの相乗効果 
 開始コドン直下に1つのアンバー終止コドンを挿入し、Plppによって駆動するEGFP
発現コンストラクトを用いて検証した。IYRS遺伝子とMJR1遺伝子のない、EGFP発現コン
ストラクトのみを保有する株をネガティブコントロールとして用いた。IYRSもしくは
MJR1のいずれかを、それぞれ、pTYR Plac::MjIYRS2-1（D286）MJR1x3もしくはpTYR 
MjIYRS2-1（D286）PT7-lacO::MJR1x3を保有するBL21-AI株を用いて誘導性に発現した。
ネガティブコントロールを減算した値を、漏洩発現として評価した。データは独立した実
験を3回繰り返して得た。 
!
４.２.７　各種プロモーターの制御下における翻訳効率 
 開始コドン直下に1つのアンバー終止コドンを挿入し、Pblaによって駆動される
EGFP遺伝子の翻訳効率を計測した。IYRS遺伝子とMJR1遺伝子は各種プロモーターで駆
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動した。pTYR MjIYRS2-1（D286）MJR1x3、pTYR Plac::MjIYRS2-1（D286）MJR1x3、も
しくはpTYR MjIYRS2-1（D286）PT7-lacO::MJR1x3TRを保持するBL21-AI株を用いて検証
した。任意の誘導物質なしで一晩中培養した大腸菌の培養菌体を洗浄し、培地に再懸濁し
た。培地は、全ての誘導物質（Ara、IPTG、およびIY）を含有し、実験を通して用いた。
8時間培養後、EGFPの蛍光強度を計測した。データは独立した実験を3回繰り返して得
た。 
!
４.３　結果および考察 
 IYスイッチを、IYRSスイッチに対する誘導物質の存在下/非存在下で動作させ、そ
の漏洩翻訳レベルに及ぼす影響を調べた（図4-3-1）。その結果、IYスイッチとIYRSスイ
ッチ両者を併用したほうが、それぞれのスイッチを単独で用いた場合より、漏洩発現は有
意に減少した。したがって、IYスイッチとIYRSスイッチの併用は、漏洩発現の抑制に有効
であることが実証された。また、同様にしてIYスイッチとMJR1スイッチとの併用結果も
調べた（図4-3-2）。IYRSスイッチの場合と同様に、両者を併用したほうが、それぞれの
スイッチを単独で用いた場合より、漏洩発現は有意に減少した。したがって、IYスイッチ
とMJR1スイッチの併用は、漏洩翻訳の抑制に有効な手段であることが分かった。 
 次に、オン状態における翻訳効率が、IYRSスイッチまたはMJR1スイッチによって
影響されるかを検証し、この手段の有用性をさらに検討した。ここで、IYRSスイッチ、お
よびMJR1スイッチを構築するために、誘導性プロモーターに置換した株では、明らかに
翻訳効率が低下したことが分かった（図4-3-3）。これらの結果により、現状のIYRSスイ
ッチまたはMJR1スイッチは、漏洩翻訳の抑制には有効であるが、翻訳効率を損なうた
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め、目的によって使用の適否を検討する必要があると考えられる。 
 本研究の翻訳スイッチは、原理的には標的遺伝子に挿入したアンバー終止コドンの
条件的な抑制によるものである。同様に、アンバー抑制を基本とする翻訳調節法として、
大腸菌に由来するアンバー抑制tRNAを誘導的に発現させて翻訳を調節する方法は、以前
から用いられている（Zengel and Lindahl 1981, Herring and Blattner 2004）。第2～4章で得ら
れた結果をもとに、これら2つの方法の優劣を比較してみた（表4-3-1）。誘導性の大腸菌
アンバー抑制tRNAによる方法は、原理的にMJR1スイッチと同一と考えられる。ただし、
大腸菌アンバー抑制tRNAによる方法ではtRNAの導入のみ必要としないのに対し、本研究
の翻訳スイッチではそれに加えてaaRSの導入が必須である点、より構築が煩雑である。し
かし、いくつかの重要な点について、非天然アミノ酸導入系を用いた翻訳スイッチの方が
優れていると考えている。まず、本研究において特に注目するIYスイッチの場合、araBAD
プロモーターのような転写制御パーツが必要ない。信頼できる遺伝的パーツは限られてい
るので、貴重なパーツを消費しないことは特に重要である。また、IYは生理的物質ではな
いので、宿主の生理や、他の遺伝的パーツに干渉しない。対照的に、誘導性の転写パーツ
は、大腸菌の糖やアミノ酸代謝の調節機構に由来するものが多く、それを用いた大腸菌ア
ンバー抑制tRNAによる方法の独立性は高くない。温度感受性アンバー抑制tRNAを利用し
た方法では、転写制御パーツや誘導物質は不要だが、最大翻訳効率および厳密性は低い。
さらに、本章で明らかにしたように、本研究の翻訳スイッチは、異なる種類の翻訳スイッ
チ間の併用によるスイッチ能力の改善が可能である点で、明らかに優位である。加えて、
アミノアシルtRNA合成酵素とtRNAの発現バランスは、漏洩発現レベルや翻訳効率に大き
く影響するが、本研究の翻訳スイッチではそれが自由に設定できるのに対して、大腸菌の
アンバー抑制tRNAでは内因性のアミノアシルtRNA合成酵素に支配されるため、これを人
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為的に調節することは難しいと思われる。したがって、本研究の部位特異的非天然アミノ
酸導入を用いた翻訳スイッチは、これらの点において、誘導性の大腸菌アンバー抑制
tRNAを用いたスイッチより勝っていると考えられる。 
 以上の結果をまとめ、本章では次の知見が得られた。 
（１）IYRSスイッチまたはMJR1スイッチとの併用は、IYスイッチのオフ状態における漏
洩翻訳の抑制に有効な手段である。 
（２）現状のIYRSスイッチまたはMJR1スイッチは、翻訳効率の低下をもたらす。 
（３）したがって、翻訳スイッチの併用は、目的によって使用の適否を検討する必要があ
る。 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図4-3-1　IYスイッチとIYRSスイッチの相乗効果 
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   図4-3-2　IYスイッチとMJR1スイッチの相乗効果 
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図4-3-3　IYRSおよびMJR1誘導化による翻訳効率への影響 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表4-3-1　非天然アミノ酸導入系スイッチと大腸菌アンバー抑制tRNAスイッチの比較
非天然アミノ酸導入系スイッチ 大腸菌アンバー抑制tRNAスイッチ
aaRSおよびtRNAの導入が必須 tRNAのみ
転写制御パーツ不要（IYスイッチ） 転写制御パーツ必要　　　　　　　　　　　（温度感受性では不要）
誘導物質の独立性が高い（IYスイッチ）
誘導物質の独立性は転写パーツによるが高くな
いことが多い　　　　　　　　　　　　　　
（温度感受性では誘導物質不要。ただし、翻訳
効率および厳密性は低い）
複数のスイッチ（IYスイッチ、IYRSスイッチ、
およびMJR1スイッチ）の併用効果　　        
（厳密性・最大翻訳効率の調節）
併用は原理的に不可
IYRS/MJR1の発現バランスを自由に設定可能 aaRS/tRNAのレベルは内因性に調節されている
第５章　高収量無漏洩発現システムの開発 
５.１　背景 
 第2～4章において、部位特異的非天然アミノ酸導入を応用した翻訳スイッチの実証
と、その最適化をおこなった。本章では、その翻訳スイッチを実用的なシステムへの適用
例として、高収量無漏洩発現系の構築を試みる。 
 組換えタンパク質の生産や代謝工学などに用いる発現システムにおいて、酵素や毒
素など微量で大きな生物活性のあるタンパク質の発現では、発現抑制時の漏洩発現を完全
に抑制することが重要である。しかし、一般に高収量であれば誘導抑制時の漏洩発現が大
きく、漏洩発現を抑制すれば低収量に甘んずる必要があり、高収量と無漏洩は、トレー
ド・オフの関係とされている。本章では、翻訳スイッチを応用して、高収量発現系の漏洩
発現を抑制し、高収量および無漏洩を両立させることに着想した。すなわち、発現誘導時
においては転写・翻訳ともオンとして高収量を得て、発現抑制時においては転写・翻訳と
もオフにして漏洩発現を完全に抑制する、という構想である。 
 まず、従来のタンパク質発現系と、本研究が提案する高収量無漏洩発現システムの
原理を比較し、翻訳スイッチを応用することにより、転写と翻訳の両方で制御する理由を
説明する。図5-1-1に示したように、遺伝子の発現は、転写と翻訳の2段階からなるが、従
来のシステムは、通常、転写レベルでのみ調節される。しかし、強力なプロモーターであ
るほど、転写の漏洩傾向は多くなる。そのような漏洩転写産物は、自動的に翻訳され、も
し産物が毒素である場合は、宿主大腸菌を殺すことになりうる（Saïda et al. 2006）。本研
究が提案する高収量無漏洩発現システムでは、翻訳スイッチを応用して、転写と翻訳の両
方で制御される。発現誘導時には、転写も翻訳も最大限に活性化され、高収量が得られ
る。一方、発現抑制時には、転写だけでなく翻訳も抑制されるため、漏洩転写産物は、ほ
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とんど翻訳されることなく、結果として抑制時の組換えタンパク質の産生はほぼ完全にゼ
ロになると期待できる。 
 本章では、以上の原理と遺伝回路を利用し、翻訳スイッチを用いて、発現を転写・
翻訳二重制御にすることにより、高収量と無漏洩を両立できるかどうかを検証した。 
!
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図5-1-1　高収量無漏洩発現システムの原理 
!
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５.２　材料および方法 
５.２.１　菌株、培養条件、および形質転換 
 上記２.２.１と同様な菌株を用い、同様な培養条件で形質転換を行った。 
!
５.２.２　プラスミド構築 
 上記２.２.２で述べた材料と方法と同様にプラスミドを構築した。本章で特に行っ
た操作については、５.２.８に別に記した。 
!
５.２.３　条件付きアンバー抑制 
 上記２.２.３で述べた材料と方法と同様に、条件付きアンバー抑制実験を行った。 
!
５.２.４　EGFPレポーターアッセイ 
 上記２.２.４で述べた材料と方法と同様に、EGFPレポーターアッセイを行った。 
!
５.２.５　生存率アッセイ 
 ColE3eおよびlacZα発現ベクターを保持するBL21-AI株を一晩培養した。大腸菌は、
60倍に希釈し、さらに3時間インキュベートした。大腸菌は上記のように集菌、洗浄、お
よび再懸濁した。最後に、大腸菌懸濁液は0.9％（wt/vol）NaCl中で、OD590における光学
密度を0.3に調整した。懸濁液は、さらに6,000倍に希釈し、適切な抗生物質、誘導物質、
および/または抑制物質を含有する固体培地上に接種した。一晩培養後、生存可能なコロ
ニーを計測した。 
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５.２.６　統計 
 上記２.２.５で述べた材料と方法と同様に、データ解析を行った。 
!
５.２.７　誘導条件下における発現レベルの比較 
 pTYR MjIYRS2-1（D286）MJR1x3を保持するBL21-AI株を用いて検証した。IYRSと
MJR1を、それぞれ、PTyrRSとPlppによって恒常的に発現した。発現レベルは、開始コドン直
下に0～3つのアンバー終止コドンを挿入し、各種プロモーターで駆動されるEGFP発現コ
ンストラクトを用いて推定した。発現コンストラクトを保持する大腸菌は、IYを含有する
培地に接種した。蛍光強度は、16時間培養後に計測した。データは独立した実験を3回繰
り返して得た。 
!
５.２.８　発現コンストラクトの構築 
 各遺伝子は最初にプロモーターのないエントリーベクターであるpDONR221へBP組
換えによりクローニングを行い、その後、発現ベクターであるpBAD-DEST49（PBAD駆動
ベクター）もしくはpET-DEST42へ、標準のゲートウェイプロトコルを用いてLR組換えに
よりクローニングした。全てのプラスミド選択および増幅には、大腸菌MV1184（sup0）
を用いて行った。正しい標的遺伝子の配列をもつコンストラクトが得られるかどうかは、
10クローン以上の翻訳領域全長の塩基配列を解読して、正しいものが得られなければ不可
能と判定した。 
!
５.２.９　各種抑制条件下における漏洩発現 
 宿主である大腸菌を死滅させる強毒性のColE3eは、漏洩発現を検出するために、高
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感受性の方法として用いた。pTYR MjIYRS2-1（D286）（図5-3-3における黒のカラム）、
pTYR MjIYRS2-1（D286）MJR1x3（青）、pTYR Plac::MjIYRS2-1（D286）MJR1x3
（黄）、もしくはpTYR MjIYRS2-1（D286）PT7-lacO::MJR1x3TR（赤）を保持するBL21-
AI株を用いて検証した。また、各菌株は、PT7-lacOによって駆動する、1つのアンバー終止
コドンを挿入したlacZα、もしくは1～3つのアンバー終止コドンを挿入したColE3e発現コ
ンストラクトを保持する。大腸菌は、適切な誘導物質もしくは抑制物質を含有する固形培
地上に接種した（詳細については、材料と方法および図5-3-3を参照）。生存可能なコロ
ニーを一晩培養後に計数した。コロニーの数は、同一条件下のlacZα（コロニーの相対
数）によって補正を行った。データは独立した実験を3回繰り返して得た。 
!
５.２.１０　CcdBの発現 
 高収量無漏洩発現系を用いて、組換えCcdBタンパク質を発現させた。pET-DEST42
のN末端にV5エピトープタグを付加したccdBのORFをクローニングした発現コンストラク
トを構築し、pTYR MjIYRS2-1（D286）MJR1x3を保持する大腸菌BL21-AI株に導入した。
Glcを含む発現抑制条件下で、30℃で約16時間培養し、宿主大腸菌を最大密度まで増殖さ
せた。発現誘導物質である、Ara、IPTG、およびIYを含む培地と交換した。その後、経時
的に大腸菌を回収した。大腸菌体は、0.9% NaClで２回洗浄後、1/10量になるように再懸
濁した。当量の2x SDSサンプルバッファーを加えて、超音波処理して破砕した。最後に95
℃で５分間処理した試料溶液を、SDSポリアクリルアミド電気泳動により分離した。分離
したタンパク質は、PVDF膜（Immobilon-P、Millipore）に転写した。組換えCcdBタンパク
質は、抗V5-AP抗体（Invitrogen）を用いたウェスタンブロット法で検出した。V5エピ
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トープを含む標準タンパク質（Positope、Invitrogen）を指標に、アルカリホスファターゼ
によるシグナルの強度で定量を行った（AP Conjugate Substrate kit、Bio-Rad）。 
!
５.３　結果および考察 
 高収量無漏洩発現システムの遺伝回路を図5-3-1に示す。本システムは、転写制御シ
ステムと、翻訳制御システムの2つの部分からなる。転写制御は、ラクトースオペレータ
ー（lacO）をともなうＴ7プロモーターで行い、さらに、T7プロモーターによる転写に必
要なT7 RNAポリメラーゼは、araBADプロモーター（PBAD）による厳密な発現制御を受け
る（Saïda et al. 2006）。転写は、IPTGによるラクトースオペレーターの脱抑制と、アラビ
ノースによるaraBADプロモーターの活性化により誘導される。この転写制御システムは、
BL21-AI大腸菌株を用いたpETシステムとして、商業的に入手できるもので、T7プロモー
ターによる大量発現系として、最も厳密な転写制御ができる系として知られている（Terpe 
2006）。翻訳は、IYスイッチによって、オン/オフを制御する。標的遺伝子には、翻訳開
始コドンの直下にアンバー終止コドンを2つ挿入して、翻訳スイッチによる制御を受ける
ようにする。以上により、標的遺伝子の発現を、転写・翻訳二重制御する系を作出した。 
 構築した遺伝回路の性能評価を、発現誘導時の高収量性、および発現抑制時の無
漏洩性、の2点から行った。図5-3-2は高収量性の評価結果を示す。標的遺伝子はEGFP遺伝
子を用い、EGFPの蛍光強度で翻訳効率を評価した。その結果、挿入したアンバー終止コ
ドンの数が多くなるほど減少したが、少なくとも2個挿入までは、アンバー終止コドン0個
の状態と同等のレベルに維持された。このシステムを用いたEGFPの蛍光強度（ColE1レプ
リコンにより複製されるプラスミド上）は、pUCレプリコンで複製されるプラスミド上の
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lacプロモーター（lac）による発現と同等のレベルであった。したがって、本発現系にお
けるT7プロモーター（PT7）による発現は相対的に強力であることが分かった（Yanisch-
Perron et al. 1985）。この結果により、翻訳スイッチの併用によって、T7プロモーター
（PT7）による高収量発現は、このシステムでも損なわれずに保たれていることが示唆され
た。この実験では、「高収量」の評価について、実際に組換えEGFPタンパク質を単位培
養液中の重量で定量していない。本実験では、EGFPの蛍光によって、発現量を見積もっ
ており、本実験の転写・翻訳二重制御発現系で得られたEGFPの蛍光は、アンバー終止コ
ドンを挿入していない標的遺伝子を用いて測定した、翻訳スイッチによる制御を受けてい
ないpET発現系により発現させた場合と変わらないことを観測した。本実験では、この結
果をもって「高収量」と解釈した。 
 次に、抑制条件下における無漏洩性を検証した。本実験の標的遺伝子には、強毒性
酵素であるコリシンE3を用いた。コリシンE3の酵素ドメイン（ColE3e）は、RNaseであ
り、16S rRNAの切断により、わずか数分子で大腸菌を死滅させる強い毒性を持っている
（Masaki and Ohta 1985）。したがって、ColE3eの発現コンストラクトを安定して維持でき
ることは、漏洩発現がほぼ完全にゼロであることを示す（Lazzaroni et al. 2002、Bowers et 
al. 2004）。本実験では、まず、PT7-lacOによる、様々なColE3e発現コンストラクトを調製
した（表5-3-1）。ColE3eの翻訳領域をPCRで増幅し、プロモーターのないエントリーベク
ターであるpDONR221にクローニングし、アンバー抑制能のない大腸菌株MV1184に導入
した。アンバー終止コドンを挿入していないColE3e翻訳領域を正しくもつクローンは得ら
れなかった。これは、わずかなプロモーター活性がpDONR221のクローニング部位の上流
域に存在し、微量なColE3eの発現がなされたため、正しいクローンをもつ大腸菌が死滅し
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たためと考えられた。それに対して、１ないし３個のアンバー終止コドンを挿入した
ColE3e翻訳領域は、困難なく得られた。これは、アンバー終止コドンの挿入によって、上
記のわずかなColE3eのmRNAの翻訳が阻害されたためと思われる。したがって、強毒性タ
ンパク質のクローニングにも、本法に利点があることが示唆された。同様の結果は、過去
にも別の研究グループが報告している（Ohashi-Kunihiro et al, 2006）。続いて、pDONR221
にクローニングされた１～３個のアンバー終止コドンを挿入したColE3e翻訳領域を、発現
ベクターであるpET-DEST42（PT7-lacOで駆動）およびpBAD-DEST49（PBADで駆動）に再
クローニングして、発現コンストラクトの構築を試みた。その結果、pET-DEST42への再
クローニングは全て成功したが、pBAD-DEST49に対しては全て再クローニングできな
かった。大腸菌MV1184株中では、pET-DEST42の方が、pBAD-DEST49よりも漏洩発現が
少ないことが示唆された。同様の手順で、良く知られた別の毒性タンパク質CcdBの発現
コンストラクトを構築したところ、pDONR221へのクローニングはアンバー終止コドンを
挿入していないものでも成功した（Bernard and Couturier 1992）。また、発現コンストラ
クトは、pET-DEST42においては０～３個のアンバー終止コドンを挿入したもの全てが得
られ、pBAD-DEST49においては無挿入クローンは得られなかったが１～３個挿入したク
ローンは得ることができた。この結果は、ColE3eの毒性が、CcdBより強いことを示唆す
る。 
 以上により構築した、PT7駆動の、１～３個のアンバー終止コドンを挿入したColE3
発現コンストラクトを用いて、宿主大腸菌の生死による無漏洩性の検定を行った。無漏洩
性を検証した結果を図5-3-3に示した。転写誘導条件下において、翻訳抑制のみを行った場
合は、１～３個のアンバー終止コドンを挿入したコンストラクトを持つ株においては、
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ColE3eの漏洩発現による宿主殺しを防ぐことはできなかった。アンバー抑制機構がMJR1
遺伝子の欠損によって完全に喪失させた場合でも、転写誘導条件下では、宿主大腸菌は完
全に死滅した。また、転写抑制条件下では3つのアンバー終止コドンを挿入したコンスト
ラクト（3アンバー終止コドン）を持つ株が部分的に生存したのを除いて、翻訳レベルの
抑制なしには死滅した。以上の結果により、転写のみ、もしくは翻訳のみの抑制だけでは、
ColE3eの漏洩発現による宿主大腸菌の死滅を抑えられなかった。先に述べたように、転写
調節はT7発現系でもっとも厳密な発現制御と評価されているBL21-AI-pETシステムであ
り、それがColE3eの漏洩発現による宿主大腸菌の死滅を防げなかったことは、注目され
る。しかし、高収量無漏洩発現システムの完全な抑制条件である転写・翻訳二重抑制によっ
て、大腸菌は生存できるようになった。すなわち、上記の転写抑制条件に、IYスイッチお
よび/またはIYRSスイッチによる翻訳レベルの抑制に加え、2アンバー終止コドン以上で完
全に死滅を免れた。さらに、MJR1の欠損による抑制では1アンバー終止コドン以上でも生
存が確認できた。これらの宿主の生存条件下においては、ColE3eは1菌体あたり数分子の
漏洩発現もしていないと考えられる。したがって、これらの結果は、転写・翻訳二重抑制
によって、無漏洩発現が達成されたことを示唆する。以上の実験により、高収量無漏洩発
現システムの高収量性、および無漏洩性は、実験的に証明されたと考える。 
 ColE3eは、これまでいくつかの論文で発現系の無漏洩性を検定するために用いられ
てきた（Bowers et al. 2004）。しかし、この毒素は翻訳系そのものを破壊してしまうた
め、実際にこの系を適用して組換えタンパク質を得る検証には、不適当と思われた。そこ
で、この高収量無漏洩発現系の実際の適用例として、DNAジャイレース阻害作用をもつ強
毒性タンパク質であるCcdBの発現を試みた。その結果、0.1-1mg/Ｌ程度の収量が得られた
（図5-3-4）。これは、毒性のないタンパク質がｇ/Ｌのオーダーで回収できるのと比較す
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るとはるかに低いが、毒性タンパク質の収量としては良好であると考えられる（Wu et al. 
2002）。この結果により、高収量無漏洩発現系が毒性タンパク質の発現に使えることが実
証された。 
 高収量無漏洩発現系は、IYスイッチ、IYRSスイッチ、および/またはMJR1スイッチ
を単独もしくは併用することにより、既存の誘導性の転写調節系と組み合わせることによっ
て構築された。以前にも、中程度の強さを持つPBADプロモーターによる厳密な遺伝子発現
とプラスミドのコピー数の制御により、ColE3e発現コンストラクトの維持に成功している
（Bowers et al. 2004）。本研究の高収量無漏洩発現系は、大腸菌における最も強力なプロ
モーターのひとつであるPT7がシャイン・ダルガノ配列を含む組換え遺伝子を制御し、かつ
15～20コピーが1細菌に存在する。これは、Bowersらの方法より、はるかに高収量発現に
適合した発現系であることを強調したい。 
 この発現系においては、標的遺伝子に挿入するアンバー終止コドンを増加すること
によってスイッチ能力を改善することができるが、誘導時の発現量も減少した。また、
IYRSスイッチまたはMJR1スイッチは、駆動するプロモーターの選択によって翻訳効率に
も影響することに注意する必要がある。スイッチ能力および翻訳効率は、用途に応じてバ
ランス調整することが重要である。 
 この高収量無漏洩発現系は、組換えタンパク質の産生と同様に、代謝工学や厳密で
広いダイナミックレンジを必要とする遺伝学的実験への応用に有望であると考えられる
（Peralta-Yahya et al. 2012、Kato et al. 2002、Minaba et al. 2006）。 
 以上の結果をまとめ、本章で得られた知見を次に示す。 
（１）翻訳スイッチを応用し、転写・翻訳二重制御による高収量無漏洩発現システムを構
築した。 
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（２）発現誘導時はpETシステムの高発現性を損なわない高収量が得られた。 
（３）発現抑制時には、1菌体あたり数分子の漏洩発現も観測されない「無漏洩」性が確
認された。 
（４）強毒性タンパク質CcdBの発現に適用して、0.1-1mg/Ｌの組換えタンパク質を得るこ
とに成功した。 
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図5-3-1　高収量無漏洩発現システムの遺伝回路 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図5-3-2　誘導条件下における発現レベルの比較 
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表5-3-1　発現ベクターコンストラクトの要約 
    Ｓ：正しいクローンが得られた； 
    Ｆ：正しいクローンが得られなかった； 
    ND：データなし。 
!
Gene Number 
of AMBs
pDONR221 
(no promoter)
pET-DEST42 
(PT7lacO)
pBAD-DEST49 
(PBAD)
lacZα
0 S S S
1 S S S
2 S S S
3 S S S
ccdB
0 S S F
1 S S S
2 S S S
3 S S S
colE3e
0 F ND ND
1 S S F
2 S S F
3 S S F
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図5-3-3　各種抑制条件下における漏洩発現 
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図5-3-4　高収量無漏洩発現システムを用いた毒性タンパク質CcdBの発現 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第６章　総括および展望 
従来の遺伝子工学は、単純な遺伝子の過剰発現、抑制、および破壊などにとどまっ
ていた。近年、人工的に複雑な遺伝子ネットワークを構築する合成生物学に注目が集まっ
ている。これにより、生命体をより高度に制御することが可能となり、従来では困難だっ
た構造をもつ有用物質の生産や、プログラミングした遺伝子改変生物による環境浄化およ
び疾病の治療などが可能になりつつある。生命体を用いながら、これらの遺伝子発現の制
御には、工学的な要素が多く、工学者や情報科学者の参入も盛んなため、これまでに存在
しなかった学際領域として、新たな地平が開かれている。しかしながら、生命体を自由自
在に操ることは、簡単なことではない。電子回路のように、理想的な動作が常に保証され
ているとは限らない。有効活用できそうな遺伝的パーツを用いたとしても、そのパーツを
納めるより大きなシステム、すなわち宿主において、予期せぬ副作用があるようでは期待
どおりの成果は望めない。実際に、世界中では多数の遺伝的パーツが提唱されているが、
うまく機能しないものが多数含まれているという報告がある（Kwok 2010）。今後、合成
生物学のさらなる進歩のためには、多数の良質な遺伝的パーツを新たに開発する必要があ
る。 
本研究では、部位特異的非天然アミノ酸導入を応用して、大腸菌における新たな翻
訳スイッチを開発した。この翻訳スイッチは、遺伝子発現を翻訳レベルで調節できる遺伝
的パーツであり、単純かつ高信頼性である。また、この翻訳スイッチを応用して構築した
高収量無漏洩発現システムは、強毒性タンパク質の発現系、毒性のあるクローンを含む可
能性のある発現ライブラリーの構築、及び代謝工学における酵素発現の調節等への適用が
期待できる。部位特異的非天然アミノ酸導入系は、酵母、線虫、昆虫、哺乳類培養細胞、
および植物にも適用例が報告されている。したがって、この翻訳スイッチも、大腸菌に限
らず、これらの生物種に適用を拡大できるだろう。 
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本研究の翻訳スイッチを、遺伝的パーツに必要な5つの基本的性質ー独立性、信頼
性、調整性、直交性、および構成性ーに基づいて評価した。独立性は、宿主の生理機能と
干渉しない性質である。本研究で作成した翻訳スイッチは、宿主の増殖性に影響がない、
しかも異常な表現型が認められないことから、少なくとも大腸菌BL21-AI株においては、
独立性をよく満たしていると考えられる。信頼性は、個々の細胞や環境変化によって顕著
に違う動作をしない性質である。この翻訳スイッチは、環境や体内に存在していない非天
然アミノ酸により動作するので、環境ノイズに起因する誤作動はなく、信頼性は高いと考
えられる。ただし、aaRSやtRNAのプロモーターが性能に大きく影響することがあり、こ
れらのプロモーターの信頼性が間接的に翻訳スイッチの信頼性に影響を及ぼす可能性には、
注意が必要と思われる。調整性は、働きの大きさを可変的に調節できる性質である。この
翻訳スイッチは、異なる種類の翻訳スイッチとの併用（例えば、IYスイッチとIYRSスイッ
チの併用）、アンバー終止コドンの重ね数、aaRSやtRNAの発現レベルやバランスの調整
により、スイッチの厳密性や最大翻訳効率を幅広く調整可能であり、調整性は高いと言え
る。構成性は、他の遺伝的パーツと組み合わせが可能である性質である。本研究では、高
収量無漏洩発現系への応用に留まるので、今後、さらに応用例を重ねて検証する必要があ
ると思われる。ただし、動作速度の面からは、ラクトースオペレーターやaraBADプロ
モーターなどの主要な大腸菌パーツと組み合わせ可能と推測される。直交性は、類似の性
質をもったパーツ間で、互いに干渉しない性質である。本研究において、特に注目したIY
スイッチでは、オフ時にも約7％の漏洩発現が認められた。これは、MJR1に対する天然ア
ミノ酸のミスチャージが原因と考えられることから、直交性は不完全であると示唆された。
本研究では、この直交性の不全を補って、漏洩発現を抑制する手段を見出すために、特に
多くの努力を払い、異なるスイッチの併用やアンバー終止コドンの多重化など（上記参
照）、いくつかの解決法を見出した。したがって、これらの解決法により、直交性の問題
 !66
は解消されたと考える。以上により、本研究において開発した翻訳スイッチは、遺伝的パー
ツに必要な5条件から評価して、優れていると考える。ただし、上記のように、構成性に
ついては、さらに適用例を増やして検討する必要があるだろう。 
本研究における翻訳スイッチの根幹となる材料は、古細菌のアミノアシルtRNA合
成酵素（aaRS）/tRNAのペアである。これらは、大腸菌のtRNA合成酵素（aaRS）/tRNAと
は、不完全ではあるが、交互にほとんど反応せず、さらに非天然アミノ酸導入に適するよ
うに改変されたものでは天然アミノ酸ともほとんど干渉しない（＝直交性が高い）。その
ため、アンバー終止コドンに対応して、特異的に非天然アミノ酸を導入することができる。
この性質を利用して、翻訳スイッチは成立している。この直交性の高さは、大腸菌と古細
菌が、互いに進化的に離れていることに起因すると考えられる。地球上には、陸上に棲息
する動植物や、その分解者である微生物のみならず、極端に異なる棲息地、例えば、温泉
水や海底熱水鉱床から吹き出す数百度の熱水中、もしくは南極の氷中のような極限環境に
おいても、普段の感覚では考えられないような生命体が存在する。これらの生物種は、長
い時間を経て、独自の進化を遂げて生き残り、現在に至っている。このように異なる進化
を遂げた生物の表現型を決定するのは遺伝子の違いであり、進化的に離れた生物ほど、そ
れらは互いに干渉しにくい固有の形に変化したものが多くなるだろう。本研究以外でも、
筆者らは、線虫と哺乳類の間で、三量体型Gタンパク質とその受容体（GPCR）が共役で
きることを示した（Minaba et al 2006）。GPCRに対するリガンドは、線虫と哺乳類のそれ
ぞれに固有なものも多く知られている。例えば、マウスに線虫のGPCRを導入すれば、線
虫に固有なリガンドによるマウスGタンパク質信号伝達系が可能になると考えられる。G
タンパク質信号伝達系は、血糖値などの恒常性調節や感覚受容など、多様な生理作用に関
与している。したがって、そのようなGタンパク質信号伝達系の人為的制御は、非常に応
用範囲の広い遺伝的パーツとして期待できる。これらの実例は、進化的に離れた生物に由
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来する固有の遺伝子が、遺伝的パーツを開発する基礎として、極めて有望であることを示
唆する。 
本研究では、翻訳スイッチの有望な具体的応用として、高収量無漏洩発現系を示し
た。これは、毒性タンパク質の生産の他、毒性のあるクローンを含む可能性のある発現ラ
イブラリーの構築にも有用と考えられる。すなわち、発現タンパク質の機能、特に宿主に
対する毒性酵素などに基づくスクリーニングの際、活性の高いものが漏洩発現により脱落
するのを防止できる系である。また、微量な漏洩発現も大きな影響をおよぼす代謝工学に
おける酵素発現の調節にも有効と考えられる。今後は、このような翻訳スイッチの基本性
能の向上を目指すとともに、それらを応用した実用的な人工遺伝回路のケーススタディを
重ねることが重要と考えられる。 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